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3. | I Claims Nos- 
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B x II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 
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3. I 1 As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
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Claims Nos.: 7-10 

Claims 7 to 10 concern the use of an agent defined by reference to a desired 
property, namely an agent inducing the metabolic path of the p53 gene. 
The claims cover the use of all agent having said characteristic or property, 
whereas the application provides a support basis as defined by PCT Article 6 
and/or a disclosure as defined by PCT Article 5 for none of said agents. In the 
present case, the claims are lacking in support and the application is lacking in 
disclosure to such an extent that it is not possible to carry out any significant 
search on the whole spectrum covered by the claims. Notwithstanding the 
reasons evoked above, the claims also lack clarity. Indeed, there has been an 
attempt to define the agent by the result to be achieved. In the present context, 
such lack of clarity is likewise such that it is not possible to carry out any 
significant search on the whole spectrum covered by the claims. Consequently, 
no search report can be established for Claims 7 to 10. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, 
concerning inventions in respect of which no search report has been established 
need not be the subject of a preliminary examination report (PCT Rule 66.1 (e)). 
The applicant is warned that the guideline adopted by the EPO acting in its 
capacity as International Preliminary Examining Authority is not to proceed 
with a preliminary examination of a subject matter unless a search has been 
carried out thereon. This position will remain unchanged, notwithstanding that 
the claims have or have not been modified, either after receiving the search 
report, or during any procedure under Chaper II. 
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Deposant 

FONDATION JEAN DAUSSET-CEPH et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabii par ('administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend § feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a retat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 



En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
| | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

remis ulterieurement a Tadministration, sous forme ecrite. 

remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



2. 
3. 



| X | II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire l'bb jet d'une recherche (voir le cadre I). 
| | II y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 

En ce qui concerne le titre, 

| | le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 
[X] Le texte a ete etabii par I'administration et a la teneur suivante: 

UTILISATION D'UN M0DELE ANIMAL DEFICIENT EN P53 ET PRESENTANT UNE DEFICIENCE 
DE LA MEMO I RE ET/0U DES TROUBLES C0MP0RTEMENTAUX A DES FINS THERAPEUTIQUES. 

En ce qui concerne I'abreg6, 

|~^"[ le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

r~1 le - texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabii par I'administration conformement a la regie 38.2b)rLe deposant peut ~ - 

I I presenter des observations a I'administration dans un deiai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 



de recherche internationale. 
La figure des dessins a publier avec Tabrege est la Figure n° 

| | suggeree par le deposant. 

[X] parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

[ | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete est i me que certaines revendications ne pouvaient pas fair I'objet d'un recherchp 
(suite du point 1 d la premf re feuilie) 



Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1 . | | Les revendications n os 

se rapportent a un objet a regard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



| X | Les revendications n os 7 _ 10 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effecutee, en particulier: 

Voir feuilie supplemental re SUITE DES REINSEIGNEMENT PCT/ISA/210 



□ 



Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redig^es conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6. 4. a). 
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L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



1. I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
' 1 internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



2. I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelle, l'administration n'a sollicite le paiementd'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

' ' rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n 03 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a 6te payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

' 1 de recherche internationale ne porte que sur ('invention mentionn^e en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n ^ 



Remarque quant a la reserve 



| | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du d6posan t. 
| [ Le paiement des taxes additionnelles n'elait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuilie (1)) (Juillet 1998) 



Demande internationale No. PCT/fR 99 /01828 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 
Revendicati ons nos.: 7-10 



Les revendicati ons 7 a 10 presentes ont trait a 1 'uti 1 i sati on d'un agent 
defini en faisant reference a une propriete souhai table, a savoir un 
agent induisant la voie metabol ique du gene p53. 

Les revendicati ons couvrent 1 'util isation de tout agent presentant cette 
caracteristique ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de T Article 6 PCT et/ou un expose au sens de 1 'Article 
5 PCT pour aucun de ces agents. Dans le cas present, les revendicati ons 
manquent de fondement et la demande manque d 'expose a un point tel qu'une 
recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendicati ons est impossible. Independamment des raisons evoquees 
ci-dessus, les revendicati ons manquent aussi de clarte. En effet, on a 
cherche a definir l'agent au moyen du resultat a atteindre. Ce manque de 
clarte est, dans le cas present, de nouveau tel qu'une recherche 
significative sur tout le spectre couvert par les revendications est 
impossible. En consequence, un rapport de recherche ne peut pas etre 
etabl i pour les revendications 7 a 10. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabl i ne peuvent faire 
obi igatoirement l'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par l'OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de l'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait l'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



^^^14/47 A61K49/00 ^ 



Demande Internationale No 

VFR 99/01828 



A. CLASSEMENT DE L OBJET DE LA^^WDE , 

CIB 7 A01K67/027 ^1X14/47 A61K49/00 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consuttee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 A01K C07K A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° 


Identification des documents cites, avec, le cas echeant, ('indication des passages pertinents 


no. des revendications visees 




' W0 92 11874 A (BAYLOR COLLEGE MEDICINE) 

23 juillet 1992 (1992-07-23) 
s revendication 1 


1-6 


* J 


SAH V ET AL: "A subset of p53-def icient 
embryos exhibit exencephaly" 
NATURE GENETICS, 

vol. 10, juin 1995 (1995-06), pages 
175-180, XP002101318 
/cite dans la demande 
/ le document en entier 


1-6 


» J 


W0 95 09916 A (RHONE P0ULENC R0RER SA 
; MALLET JACQUES (FR); REVAH FREDERIC 
(FR);) 13 avril 1995 (1995-04-13) 
le document en entier 

-/~ 


1-6 


j ^ j Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents |y | Les documents de families de brevets sont indiquds en annexe 


• Categories speciales de documents cites: , T „ dQCUmQnt pub|j6 aprQS |a datQ dQ d6pot jnternationa | ou la 

...... date de priorit.6 et n'appartenenant pas a I'etat de la 

"A" document defimssant 1 6tat general de la technique, non technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 

considere comma particulierement pertinent ou (a theorie constituant la base de I'invention 
"E" document anterieur, mais public a la date de de P 6t international „ x „ document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 

ou apres cette aate stre consjd^ree comma nouvelle ou comme impliquant une activite 
"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de inventive par rapport au document considere" isolement 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d' une .. Y « document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qu indiquee) ne peut dtre consjd^ree comme impliquant une activite inventive 
"O" document se r6fdrant a une divulgation orale, a un usage, a lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 

une exposition ou tous autres moyens documents de m§me nature, cette combinaison etant evidente 
"P" document publie avant la date de depdt international, mais P° ur une P^onne du metier 

posterieurement a la date de priority revendiquee document qui fait partie de la meme famille de brevets 


Date a laquelle la recherche internationale a etd effective ment achevee 


Date d'expedition du present rapport de recherche Internationale 


11 novembre 1999 


29/11/1999 




Nom et adresse postale de ('administration chargee de la recherche internationale 
Office European des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Lonnoy, 0 
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C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERE! 



Demande Internationale No 

ff/FR 99/01828 



IE PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avecje cas echeant, I'lndicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 




WO 95 19367 A (JOLLA CANCER RES FOUND) 
20 juillet 1995 (1995-07-20) 




OPERCH JP ET AL: "Inhibition of 
presenilin 1 expression is promoted by p53 
and p21-WAFl and results in apoptosis and 
tumor suppression" 
NATURE MEDICINE, 

vol/ 4, no. 7, juillet 1998 (1998-07), 
pages 835-838, XP002122379 
ite dans la demande 

JIANG Y H ET AL: "Mutation of the 
Angelman ubiquitin ligase in mice causes 
increased cytoplasmic p53 and deficits of 
contextual learning and long-term 
potenti ati on " 

NEURON, (1998 OCT) 21 (4) 799-811, 
XP002122380 



1-6 
1-6 



1-6 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



International Application No 

ff/FR 99/01828 



Patent document ^ 


^ Publication 


Patent family^^ 


Publication 


cited in search report 


T date 


member(s) 


date 



WO 9211874 



23-07-1992 



AU 
CA 
EP 
JP 
US 



1236092 A 
2098827 A 
0565638 A 
6503967 T 
5569824 A 



17-08-1992 
05-07-1992 
20-10-1993 
12-05-1994 
29-10-1996 



W0 9509916 A 13-04-1995 



FR 


2710846 


A 


14- 


-04- 


1995 


AU 


698242 


B 


29- 


-10- 


1998 


AU 


7816294 


A 


01- 


-05- 


1995 


CA 


2173338 


A 


13- 


-04- 


1995 


EP 


0722496 


A 


24- 


-07- 


1996 


FI 


961494 


A 


03- 


-04- 


■1996 


JP 


9503915 


T 


22- 


-04- 


1997 


NO 


961220 


A 


26- 


-03- 


1996 



W0 9519367 A 20-07-1995 US 5484710 A 16-01-1996 

US 5659024 A 19-08-1997 
US 5908750 A 01-06-1999 



Foim PCT/ISA/21 0 (patent family annex) (July 1 992) 



TRAITE DE COOPERATION EN M ATI ERE DE BREVETS 

REC'D | 5 NQV 2m 

PCT 



_W(PO 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



PCT 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

340095/17660 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale n° 
PCT/FR99/01828 


Date du d6pot international (jour/mois/ann6e) 
26/07/1999 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
05/08/1998 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationals et CIB 
A01K67/027 


Deposant 

FONDATION JEAN DAUSSET-CEPH et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabfi par I'administaration chargee de Pexamen preliminaire 
international, est transmis au deposant conform ement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres d 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I 




Base du rapport 


II 


□ 


Priorite 


III 




Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 


□ 


Irregularites dans la demande Internationale 


VIII 




Observations relatives a la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

01/03/2000 


Date d'achevement du present rapport 
13.11.2000 


Nom et adresse postaJe de Tadministration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
/flS) D-80298 Munich 

Tel +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: 449 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise ><kS55*?\ 
Bladier, C (| $ j) 

N° de telephone +49 89 2399 7306 ^£2*—^ 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FR99/01 828 



I. Bas du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees dans ie present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17).) : 

Description, pages: 

1-13 version initiale 

Revendications, N°: 

1-10 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/5-5/5 version initiale 



2. En ce qui conceme la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de ('administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a ete deposee, saut indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I' administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui st : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de Texamen preliminaire intemationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui conceme les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
intemationale (le cas echeant), I'examen preliminaire intemationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a ('administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ " La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et foumi ulterieurement ne va pas au-dela 

de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete foumie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations nr gistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete foumie. 

4. Les modifications ont entraine I'annuiation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 

III. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, lactivite inventive et la possibility d application 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas ete examinee pour 
ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demande intemationale. 
H les revendications n os 7-1 0 . 

parce que : 

□ la demande intemationale, ou les revendications n os en question, se rapportent a I'objet suivant, a P gard 
duquel I'administration chargee de Pexamen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international (preciser) : 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquerles elements ci-dessous), ou les revendications 
n os en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(preciser) : 

H les revendications, ou les revendications n os 7-10 en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

H il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os 7-10 en question. 

2. Le listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme a la norme prevue dans 
r annexe C des instructions administrates, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen preliminaire 
international significant: 

□ le listage presente par ecrit n'a pas ete foumi ou n'est pas conforme a la norme. 
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□ le listage sous forme dechiffrable par ordinateur n'a pas ete foumi ou n'est pas conforme a la norme. 

V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VIII. Observations r lativesalad mand intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 



Nouveaute 



Oui: Revendications 1-6 
Non: Revendications 



Activite inventive 



Oui: Revendications 
Non: Revendications 1-6 



Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1-6 

Non: Revendications 



RAPPORT D'EXAMEN Demande inlemationale n° PCT/FR99/01828 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL ■ FEUILLE SEPAREE 

Concernant le point III 

Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute. I'activite inventive et la 
possible ^application industries 

Aucun rapport d'examen n'est effectue pour I'objet des revendications 7-10 car aucun 
rapport de recherche n'a ete etabli pour ces revendications et car I'objet de ces 
revendications n'est pas expose dans la description ce qui rend leur mise en oeuvre 
impossible (Article 5 PCT), En consequence, la presente notification concerne 
uniquement I'objet des revendications 1-6. 

C ncernantlep intV 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 

aaMa #IaaUmIiah 



RAPPORT D'EXAMEN Demands Internationale n° PCT/FR99/01 828 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



molecules criblees sont susceptibles de presenter une activite anxiolytique. 

L'effet technique relie a cette difference est I'obtention de molecules capables de 
soigner I'anxiete. 

Le seul probleme technique qui decoule de cette difference est done de 
fournir un procede pour I'obtention de molecules capables de soigner I'anxiete. 

La solution a ce probleme proposee par la presente demande est d'utiliser un 
modele animal deficient pour I'un au moins des alleles du gene p53 pour le 
criblage de telles molecules. 

La presente demande ne contient aucune indication que les souris deficientes en 
p53 aient ete utilisees comme procede de criblage de molecules capables de 
soigner I'anxiete et qu'un tel procede ait conduit a I'obtention de telles molecules. 
Rien ne permet done de penser que le procede permet de resoudre le probleme 
de I'invention. Or Peffet technique mis en avant pour justifier le choix du procede 
revendique doit etre un effet dont on peut raisonnablement penser qu'il peut etre 
obtenu avec le procede en question. En consequence, la presente demande ne 
satisfait pas aux conditions requises a I'Article 33(3) PCT et done I'objet de la 
revendication 1 ne peut etre considere comme inventif a priori. 

3. Les caracteristiques des revendications 2-6 sont soit deja presentes dans I'art 
anterieur (revendications 3 et 6, voir D2) soit relevent de demarches techniques 
de routine (revendications 2, 4 et 5). Elles ne convienent done pas pour rendre la 
revendication 1 inventive dans le cas ou elles seraient combinees a cette 
revendication (Article 33(3) PCT). 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

L'objet des revendications de la presente demande inelue un modele animal qui 
pourrait etre humain. Un tel objet est considere par I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international comme contraire a la moralite. 



Formulaire PCTYFeuille s6par6e/409 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 



'1 

.'oil 




PATENT COOPERATION TREATY nr ^ r| . ,f=-r-\ 

HbUEIVED 

PCT 

^ 11 AUG ?. 0 2001 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION ] 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



^TffffCENTER 1600/2900 



Applicant's or agent's file reference 
340095/17660 



FOR FURTHER ACTION ^ CC Not ^^ cat * on °f Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 



International application No. 


International filing date (day/month/year) 


Priority date (day/month/year) 


PCT/FR99/01828 


26 July 1999 (26.07.99) 


05 August 1998 (05.08.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




AO IK 67/027 






Applicant 






MOLECULAR ENGINES LABORATORIES 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



_6 sheets, including this cover sheet. 



| | This re P° rt 1S also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

SSSSSf^If ? m f nt ^ der Axticle ? 5 ( 2 ) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement FF«^auni^, 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 




IV 


□ 


V 


13 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


1X1 



Date of submission of the demand 

01 March 2000 (01.03.00) 



Date of completion of this report 

13 November 2000 (13.1 1.2000) 



Name and mailing address of the IPEA/EP 



Facsimile No. 



Authorized officer 



Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR99/01828 



I. Basis f the rep rt 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| [ the international application as originally filed. 

the description, pages M3 f ^ originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages __ , filed with the letter of - , 

pages , filed with the letter of . 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-10 



. , as originally filed, 
, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



^ the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/5-5/5 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3. [Zl 11118 T P OTt *; as L been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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• 


International application No. 


. INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/FR99/01828 



III. Non-establishment f opinion with regard to n velty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I 1 the entire international application. 

claims Nos. 7-10 

because: 

□ the said international application, or the said claims Nos. i i s t 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



□ 



the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. . 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 



IE1 



the claims, or said claims Nos. 7-10 are so inadequately supported 

by the description that no meaningful opinion could be formed. 



no international search report has been established for said claims Nos. 7-10 
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not disclosed in the description, thereby making it 
impossible to implement them (PCT Article 5) . 
Consequently, the present report relates only to the 
subject matter of Claims 1 to 6. 
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The technical effect linked to this difference is 



that of obtaining molecules able to treat anxiety. 



The only technical problem resulting from this 
difference is therefore that of providing a method 
for obtaining molecules able to treat anxiety. 



The solution to this problem proposed by the present 
application is that of using a deficient animal 
model for at least one of the p53-gene alleles for 
the purposes of screening such molecules . 



The present application does not contain any 
indication that the mice deficient in p53 have been 
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to the production of such molecules. Nothing 
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problem stated in the invention to be solved. The 
technical effect exhibited so as to justify the 
choice of the claimed method must be an effect which 
can reasonably be considered to be obtained with the 
method in question. Consequently , the present 
application does not satisfy the requirements of PCT 
Article 33(3) and the subject matter of Claim 1 
cannot therefore be considered inventive a priori. 



3. The features of Claims 2 to 6 are either already 

present in the prior art (Claims 3 and 6, see D2 ) , 
or are part of routine technical procedures (Claims 
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inventive, should they be combined with this claim 
(PCT Article 33 (3) ) . 
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1 

UTILISATION D'UN MODELE ANIMAL DEFICIENT EN P53 ET PRESENT ANT UNE DEFICIENCE DE LA MEMOIRE 
ET/OU DES TROUBLES COMPORTEMENTAUX A DES FINS THERAPEUTIQUES 



5 La presente invention concerne un module animal presentant une 

d6ficience de la memoire et/ou des troubles comportementaux lies a Tanxiete. 
EUe concerne egalement Tutilisation de ce modele animal pour le criblage et la 
caracterisation de molecules susceptibles d'agir sur la memoire et/ou Tanxiete. 
EUe propose egalement l'utilisation d'un compose ou d'une composition pour la 

10 preparation d'un medicament destine auxdits traitements. 

Les inventeurs ont en effet etabli une relation entre un d&aut de 
fonctionnalite de la voie moleculaire du gene p53 d'une part et des troubles de la 
memoire et/ou comportementaux lies a Tanxiete d'autre part. 

Alors que le role du gene p53 en tant que suppresseur de tumeurs a 

15 largement ete etabli par une serie d'etudes (Levine et al., 1991 ; Eliyahu et al., 
1989 ; Michalovitz et al., 1990 ; Hollstein et al., 1991), les investigations sur les 
soufis deficientes en p53 succombant rapidement a la neoplasie ont contribue a 
renforcer cette observation (Donchower et al., 1992). De fa?on interessante, a 
un niveau particulier de leur developpement, une partie significative de ces 

20 souris presente des alterations majeures incluant la fermeture anormale du tube 
neural (Sah et al., 1995 ; Armstrong et al., 1995) conduisant a une exencephalie 
et ensuite une anencephalie. 

Les inventeurs se sont done attaches a etudier des souris presentant 
une deficience au niveau de leur gene p53 mais nees avec un systeme nerveux 

25 central (CNS) integre. Aucune etude precedente n'a decrit une quelconque 
anomalie histopathologique flagrante, cependant, ceci n'exclut pas le fait que le 
gene p53 non fonctionnel puisse influencer, a un niveau moleculaire, les voies de 
transduction dormant lieu a un fonctionnement anormal du systeme nerveux 
central. 
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Les inventeurs se sont done attaches a determiner si des souris 
homozygotes ou heterozygotes quant a la deficience de leur gdne p53 
presentaient une quelconque particularity au niveau de leur comportement 
neurologique et cognitif. 

5 Deux groupes d'animaux ont ete etudies, de jeunes souris 

homozygotes p53-/- (e'est-a-dire dont les deux alleles du gene p53 ne sont pas 
fonctionnels) et des souris adultes heterozygotes p53-/+ (dont un seul des deux 
alleles du gene p53 n'est pas fonctionnel). Ce choix a ete dict6 par le fait que les 
souris p53-/- homozygotes (ou souris dites « knock out ») developpent des 

10 tumeurs a un stade pr6coce de leur vie tandis que les souris heterozygotes 
developpent des tumeurs plus tardivement. Les experimentations ont done ete 
reaiisees pendant une periode de temps ou P animal n'est pas malade puisque les 
souris portant des tumeurs peuvent avoir un comportement anormal ne resultant 
pas d'un dysfonctionnement neurologique mais plutot du fait qu'elles souffrent 

15 de leurs tumeurs. Les souris deficientes au niveau de leur gene p53 et utilisees 
dans le cadre de presente invention sont commercialisees par TACONIC 
FARMS, USA 

Deux tests ci-dessous presentes en detail ont ete realises, a savoir la 
piscine de Morris et POpen-Field. 
20 Le test de la piscine de Morris (Morris et al., 1981, Morris et al, 

1984), dans lequel l'apprentissage spatial et la memoire sont evalues, a ete utilise 
avec succes dans des etudes recentes notamment sur des souris modeles 
presentant les symptomes de la maladie d 5 Alzheimer (Nalbantoglu et al., 1997, 
Hsiao etal., 1996). 

25 Dans le test de I'Open-Field, des parametres comportementaux sont 

mesures (Archer et al., 1973, Walsh et al., 1976). Cette procedure a deja ete 
utilisee dans le cadre de 1'evaluation du profit psychologique de souris 
presentant un comportement associe a la peur (Gershenfeld et al., 1997) ainsi 
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que pour etudier les efFets sur le comportement du gene inactive codant pour le 
recepteur de Poestrog&ie (Ogawa et al., 1 997). 

Ces tests ont ete realises en « aveugle » en ce qui concerne Page et 
le genotype des souris. 
5 La figure 1 rend compte des resultats obtenus par le test de la 

piscine de Morris. II rend compte de Find ice de biais spatial en fonction du 
genotype des souris. Les figures la et lb concernent les souris jeunes 
homozygotes p53-/- et les figures lc et Id concernent les souris heterozygotes 
adultes p53 -/+. Dans les deux cas, Pindex de biais spatial est calcule 
10 immediatement apres l'app rent is sage de la composante procedurale du test puis 
quinze jours apres sans entrainement supplemental. 

La figure 2 rend compte des resultats obtenus par le test de POpen- 
Field consistant a compter le nombre de fois ou la souris traverse la partie 
centrale du champ sachant que Panxiete qu'elle peut manifester est susceptible 
15 de Ten empecher. Les figures 2a et 2c rendent compte du nombre de traversees 
du secteur central par les souris p53 -/- et p53 -/+ respectivement 
comparativement aux souris controles. Les figures 2b et 2d represented le 
pourcentage du nombre de traversees du secteur central par rapport au nombre 
total de traversees des memes groupes de souris. 
20 Les figures le et 2e concernent P analyse de la variance (ANOVA) 

au moyen d'un schema de mesures rep6tees, relativement au comportement des 
souris. La correlation au carre (r 2 ) a ete calculee pour expliquer la part de la 
variance resultant de la d6ficience du gene p53. 

La figure 3 rend egalement compte des resultats obtenus par le test 
25 de la piscine de Morris en fonction du sexe des souris. Une fois dans Feau, les 
souris doivent apprendre a naviguer vers la plate-forme invisible. Apres la fin de 
Papprentissage, les souris sont soumises au test de Pindice de biais spatial (F = 
Femelle, M = Male, WT = sauvage). Les deux modes d'analyse de la variance 
ont revele une interaction du sexe genotypique significative (F( 1,43)= 11,63 ; 
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p=0,001 ; 1^=0,26). Scheffe post-hoc test : Fp53 -/- versus FWT = 3,25 ; p = 

0,01 ; Fp53 -/- versus Mp53 -/- = 2,77 ; p = 0,043. 

La figure 4 illustre l'activation de p21Wafl et la repression de PS1 

dans le cerveau des souris adultes p53 -/- (il s'agit des souris p53 -/- ayant 
5 effectue jeunes les tests de la piscine de Morris et de 1'Open-field tels que ci- 

dessus reports. A F analyse, il s'est avere que ces souris n'avaient pas encore 

developpe de tumeurs). 

L'analyse par Northern blot (a-f) de Wafl, PS1 et GAPDH (en tant 

que controle) est realisee sur des cerveaux de souris jeunes (a-c) et adultes (d-f). 
10 La bande 1 correspond a la souris controle, les bandes 2-3 aux souris p53 

knock-out males et femelles. (a-c) correspondent au meme Northern blot 

hybride avec des sondes difKrentes. Aucune difference n'a &e notee dans 

P expression de Wafl et de PS1 entre le controle et les souris knock-out. Pour 

les souris adultes, Phybridation est egalement realisee sur le meme Northern blot 
15 (d-f). Les parentheses pour (GAPDH) et (PS1) indiquent ce qui reste des sondes 

apres la deshybridation dans des conditions non stringentes. Une induction forte 

de p21 Wafl (d) et une repression de PS1 (e) sont notees chez les souris p53 

deficientes. 

L' analyse par Western blot est realisee sur des extraits proteiques a 
20 partir des cerveaux des memes animaux adultes (g-i), avec des anticorps anti- 
Wafl, anti-PSl et anti-beta tubuline (en tant que controle). La bande 1 
correspond a la souris controle ; les bandes 2-3 aux souris p53 knock-out. Une 
expression accrue de p21Wafl et diminuee de PS1 sont observees chez les 
souris p53 deficientes. 
25 La figure 5 illustre l'apoptose et l'accumulation intracytoplasmique 

d'amyloYde beta 42 dans les cerveaux de souris adultes p53 -/- telles que definies 
ci-dessus. 

(a) et (b) represented un marquage de Tisocortex a l'haematoxyline 
et a Teosine chez une souris controle et une souris knock-out respectivement. 
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Les fleches indiquent un amincissement de Fisocortex chez la souris knock-out 
(b). Le grossissement est de 6,6 par rapport a Forigine. 

(c)et (d) repr&entent le marquage par la technique TUNEL et le 
contre-marquage par Fha6matoxyline de Harris chez le controle (c) et chez la 
5 souris knock-out (d). Chez (d), on observe deux noyaux positifs par la technique 
TUNEL (fleches). Le grossissement est de 132. 

(e) illustre la quantification par la technique TUNEL. 

(f-i) illustrent l'analyse immunohistochimique utilisant des anticorps 
specifiques anti-amyloide beta 42. f et h correspondent aux souris controles, g et 
10 i sont des souris p53 knock-out qui montrent une accumulation 
intracytoplasmique d'amyloide beta 42. (f-g : grossissement x 40, h-1 
grossissement x 100). 

Resultats du test de la piscine de Morris 

Les jeunes souris p53-A et les souris adultes p53-/+ satisfont au test 
15 d'une maniere comparable aux souris controle a age egal. Ceci indique que 
l'apprentissage spatial de ces souris n'est pas affecte par une quelconque 
deficience de leur gene p53 (figure la et 1c). De fa^on a mesurer la memoire de 
ces souris, elles ont a nouveau ete soumises au test de la piscine de Morris apres 
une periode de deux semaines et sans entrainement supplemental. Les jeunes 
20 souris p53-/- presentent un index spatial plus faible mais pas significativement 
different de celui montre par les souris controle a age egal (figure lb). D'un 
autre cote, les souris adultes p53-/+ presentent un index spatial significativement 
inferieur a celui presente par les souris controle (figure Id). 

Ces resultats montrent qu'une deficience de la memoire est presente 
25 dans ce groupe d'animaux, puisque le veritable niveau de l'index spatial, apres 
une periode de quinze jours, depend seulement de leur capacite a se rememorer 
le test. Un examen histologique du cerveau des souris adultes p53-/+ a ete 
realise mais n'a pas revele d'anomalie (donnee non montree). Le fait que cette 
deficience de la memoire soit seulement visible chez la souris adulte p53-/+ et 
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pas chez la jeune souris p53-/- suggere qu'un focteur dependant de 1'age, c'est- 
a-dire Tetape de maturation du cerveau, peut jouer un role dans la d6tection de 
la deficience de la memoire. Quand bien meme la plupart des etudes de ce type 
visant a detecter des anomalies comportementales ou au niveau de la m&noire, 

5 dans les maladies neurodegeneratrices, sont realisees sur des souris adultes, des 
souris homozygotes adultes ne pourraient pas etre etudiees en raison du 
developpement tumoral et c'est la raison pour laquelle Petude a porte sur des 
souris h&6rozygotes. 

Resultats du test de FOpen-Field 

10 Les jeunes souris p53-/- (figure 2a) et adultes p53-/+ (figure 2c) 

montrent un nombre significativement inferieur de traversees du secteur central 
compare au groupe de souris controle a age egal. Puisque le nombre de 
traversees du secteur central est proportionnel a la capacite des souris a 
surmonter leur peur de s' eloigner de la paroi, pour explorer un territoire 

15 inconnu, ces resultats suggerent que les souris deficientes en p53 sont plus 
thigmotaxiques que les souris correspondantes normales (c'est-a-dire qu'elles 
presentent une plus forte tendance a longer les parois). De fafon a exclure la 
possibilite qu'un nombre faible de traversees du secteur central pouvant etre du 
a une activite locomotrice globalement diminuee, le nombre de traversees du 

20 secteur central a ete exprime comme un pourcentage du total des traversees. 
Cette activite centrale relative est egalement significativement diminuee dans les 
deux groupes de souris deficientes en p53 (figure 2b et 2d). 

Les Inventeurs se sont ensuite attaches a approfondir les resultats 
des tests de la piscine de Morris tels que reportes ci-dessus obtenus pour les 

25 souris homozygotes p53 -/-, en fonction de leur sexe. lis ont done separe les 
mesures d'index spatial obtenues pour les souris males de ceux obtenues pour 
les souris femelles et les ont comparees au groupe correspondant controle 
(Figure 3). 
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Tandis que les males p53 -/- ne presentent pas de difference 
significative avec les controles sauvages males et femelles, les femelles p53 -/- 
montrent une performance significativement inferieure au controle, ceci 
indiquant des capacites a memoriser et un apprentissage spatial moindres. 

5 Les Inventeurs ont ensuite poursuivi lews investigations afin de 

determiner si les perturbations des fonctions du systeme nerveux central chez les 
souris p53 knock-out 6taient correlees avec des changements de P expression 
dans le cerveau de p21 Wafl et PS1 puisque ces deux genes sont regules par p53 
sauvage et qu'ils sont consideres comme modulateurs de Papoptose. lis ont mis 

10 en evidence des differences frappantes correlees a Page. Les jeunes souris 
p53 -/- (ages de 2 mois) presentent le meme niveau d'ARNm correspondant a 
p21Wafl et PS1 que les souris controles (Figure 4 a-c). Au contraire, les souris 
adultes p53 -/- (le meme groupe sur lequel les tests de la piscine de Morris et de 
P Open-field ont ete realises deux mois plus tot) presentent une forte 

15 augmentation de P expression de p21Wafl et de forte repression de Pexpression 
de PS1 (Figure 4 d-f). Compte tenu du fait que PS1 subit un clivage 
proteolytique, les Inventeurs on teste son expression au niveau proteique. 
Comme montre sur la Figure 4h, l'expression de la proteine PS1 est tres 
nettement diminuee chez les souris p53 knock-out. Les Inventeurs ont egalement 

20 teste les souris p53 knock-out concernant des mutations dans la region codante 
de l'ADNc de PS1. Rien n'a ete trouve. Ces observations suggerent que les 
souris p53 knock-out plus agees surcompensent la perte de p53 par une 
surexpression de p21Waf avec en consequence une repression de PS1. Les 
etudes anterieures des Inventeurs ont montre que 1* expression accrue de 

25 p21Wafl resultait de la repression de PS1 avec une induction de Tapoptose et 
que l'inhibition de la production de PS1 par un ADNc antisens induisait 
Tapoptose. Ceci corrobore la notion selon laquelle la diminution de l'expression 
de PS1 dans le cerveau pourrait causer des alterations dans le fonctionnement du 
systeme nerveux central par P intermediate d'une augmentation de Papoptose. 
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Le fait que de jeunes souris p53 knock-out presentent deja des 
deficiences concernant l'apprentissage, la memoire et le comportement avant 
une diminution mesurable de F expression de PS1 est similaire a ce qui est trouve 
dans les maladies neurodegeneratives. Des anonmalites dans le comportement 

5 peuvent s' observer chez des patients atteints de la maladie d' Alzheimer 
longtemps avant le stade terminal de la maladie dans laquelle il y a 
neurodegenerescence. Ces donnees suggerent un procede progressant lentement 
dans lequel les anormalit6s de la memoire et du comportement ont lieu avant 
qu'une repression dePSl ne devienne mesurable. 

10 Les analyses histopathologiques combinees avec la technique 

TUNEL pour evaluer P apoptose ont ete realisees sur le meme groupe d'animaux 
ages montrant une diminution de Pexpression de PS1 comme ci-dessus indique. 
Trois des quatre souris n'ont montre aucune anormalite pathologique frappante. 
Une souris knock-out (femelle) presentait quant a elle un amincissement de plus 

15 de 50 % de Pisocortex avec un ventricule tres elargi compare aux animaux 
controles (Figure 5a-b). L* experimentation par TUNEL a montre des lesions 
apoptotiques discretes (Figure 5 d) dans le cerveau sans apoptose massive. La 
quantification des cellules positives par TUNEL (Figure 5e) a indique que, 
tandis que dans les cerveaux controles seulement un cas montrait cinq cellules 

20 positives sur 1 740 comptees, les souris p53 -/- avaient jusqu'a 5,5 % (25/465) 
et 13% (39/305) de cellules positives par TUNEL chez les animaux males et 
femelles respectivement (Figure 5e). 

Puisque les patients avec la maladie d'Alzheimer et les souris 
transgeniques avec des mutations dans PS1 montrent une neurodegenerescence 

25 avec apoptose et accumulation d'amyloide beta 42, les Inventeurs ont ensuite 
recherche la presence d'amylo'ide beta 42 dans le cerveau des souris p53 knock- 
out. Comme montre dans les Figures 5 h-i, les souris deficientes en p53 
montrent des niveaux eleves d'amyloide beta 42 dans le compartiment 
cytoplasmique. 
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En conclusion, ces experimentations indiquent que 1' expression 
intacte de p53 est necessaire pour assurer les fonctions complexes du systeme 
nerveux central. Ces fonctions incluent la memoire et un comportement standard 
dans des situations anxiogenes. Le mecanisme precis selon lequel la perte de la 

5 fonctionnalite de p53 interfere avec la memoire et le comportement peut etre du 
a une deregulation de la voie m&abolique p53 au niveau moleculaire. 

De plus, il a €t6 montre que les souris p53 -/- qui presentaient des 
d6ficiences au niveau de la memoire, dans leur habilite a apprendre, ainsi qu'un 
comportement anormal avaient des lesions apoptotiques discretes dans leur 

10 cerveau. Ces alterations semblent impliquer une sur-compensation de la 
deficience de p53 a long terme et dependant de Tage par une augmentation de 
Texpression de p21Wafl qui conduit a une repression de PS1. Ceci, en retour, 
compromet l'effet anti-apoptotique de PS1. Ces donnees indiquent que la perte 
de la fonction de PS1 par l'intermediaire, soit de mutations telles que montrees 

15 dans les maladies d'Alzheimer familiales precoces, soit par la deregulation de 
Texpression comme c'est le cas chez les souris p53 deficientes, active le 
programme de mort cellulaire. Ceci est couple avec le metabolisme altere de 
PAPP (Amyloid Precursor Protein) conduisant a l'accumulation de l'amyloi'de 
beta 42. Ainsi, les Inventeurs ont mis k jour la base a de nouvelles strategies 

20 pour le traitement de maladies neurodegeneratives. 

Ainsi, de fa?on surprenante, les inventeurs ont mis en evidence 
qu'une souris deficiente au niveau de son gene p53 presentait des troubles de 
l'apprentissage, de la memoire et/ou des troubles comportementaux tels que 
l'anxiete. 

25 Par consequent, la presente invention concerne un modele animal, et 

en particulier une souris, presentant une deficience de la memoire, l'animal en 
question ayant Tun au moins des alleles de son gene p53 non fonctionnel. C'est 
le cas des souris p53-/+. 
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Le modele en question peut en outre presenter des troubles du 
comportement tels que l'anxiete, et dans ce cas, ce sont les deux alleles du gene 
p53 de 1'animal qui ne sont pas fonctionnels. C'est le cas des souris 
homozygotes p53-A, mais egalement conune indique plus haut, des souris 
5 p53 -/+ qui presentent egalement des troubles comportementaux dans une 
situation anxiogene. 

Ainsi, le modele animal en question peut etre utilise pour le criblage 
de molecules susceptibles de presenter une activite anxiolytique et/ou de 
restaurer au moins en partie la memoire. 
10 En effet, apres avoir fait subir un quelconque test d'apprentissage a 

des souris p53-/+, on sait que deux semaines apres, elles presentent une 
deficience de la memoire. On les traite alors avec une molecule (de preference 
soupfonnee d'agir sur la memoire), et on soumet a nouveau les souris traitees 
audit test. La molecule ne sera retenue pour des investigations supplementaires 
15 que si elle a permis de restaurer significativement la memoire desdites souris. 

Dans le cadre de tests classiquement effectues dans ce domaine, le 
modele animal conforme a I'invention peut egalement etre utilise pour 
determiner les caracteristiques d'une molecule dont on sait deja qu'elle est 
susceptible d'agir sur Panxiete et/ou la memoire, les caracteristiques concernant 
20 la pharmacodynamic, la pharmacocinetique, la toxicite de ces molecules. . . 

Enfin, la presente invention concerne egalement l'utilisation d'un 
agent induisant la voie metabolique du gene p53, que ce soit en amont ou en 
aval de celui-ci, pour la preparation d'un medicament destine au traitement des 
troubles de la memoire, de Tanxiete et/ou de maladies neurodegeneratives. En 
25 effet, le gene p53 intervient dans une cascade de genes interagissant les uns avec 
les autres. L'equilibre de cette cascade est le propre d'un « etat normal » se 
caracterisant par un controle de la croissance cellulaire et du processus 
d'apoptose. D peut done etre interessant de pouvoir agir a differents niveaux de 
la voie moleculaire du gene p53 en fonction du resultat recherche. 
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Par consequent, la presente invention concerne egalement le cas ou 
la susdite induction de la.voie metabolique du gene p53 est une induction de 
l'expression d'un gene active ou inhibe par le gene p53. 

En particulier, l'agent ci-dessus mentionne peut presenter en outre 
5 une activite anti-tumorale par 1' activation de la voie metabolique ou moleculaire 
du gene p53. Cet agent peut par exemple etre le produit de l'expression de l'un 
des genes intervenant dans la cascade ci-dessus mentionnee. 

L' invention ne se limite pas a la description ci-dessus et les resultats 
obtenus dans le cadre des susdites experimentations seront mieux compris au 
10 moyen de la presentation ci-dessous des deux tests auxquels ont ete soumises les 
souris. 

METHODES ; Mesures comportementales 

15 La piscine de Morris (Morris, 1981). La piscine circulate en PVC 

couleur ivoire de 70 cm de diametre et 30 cm de hauteur, est remplie d'une eau 
a 22 + 1°C, coloree en Wane par adjonction de colorant Opacifier 63 1®, jusqu'a 
une hauteur de 12 cm en dessous du bord de la paroi. Une plate-forme circulaire 
de 5 cm de diametre servant de but est immergee sous 0,5 cm d'eau, a 7 cm de 

20 la paroi. Le dispositif est place dans une piece rectangulaire. Deux reperes 
rectangulaires (50 x 30 cm), un noir et un raye noir et blanc, sont accroches sur 
deux murs adjacents, a 1,5 metre de la piscine. Une camera video, placee a la 
verticale de la piscine permet d'enregistrer les trajets des souris sur un 
magnetoscope en vue de les analyser ulterieurement. L'experimentateur est 

25 dissimule derriere un rideau blanc. Placees dans l'eau, face a la paroi, dans un 
quadrant qui varie de maniere pseudo-aleatoire d'un essai a 1'autre, les souris 
doivent apprendre a naviguer vers la plate-forme en utilisant les indices visuels 
distaux disponibles dans la piece. Apres une seance d'entrainement de trois 
essais destinee a Tapprentissage de la composante procedurale du test, les souris 
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sont soumises a trois essais consecutifs par jour pendant 4 jours. Le temps 
maximum autorise pour atteindre la plate-forme a ete fixe a 60 secondes. Si une 
souris ne peut atteindre la plate-forme dans ce laps de temps, elle est guidee 
jusqu'& elle par Pexperimentateur. La somme des trois temps de latence 

5 constitue le score de la seance. Apres le dernier essai de la troisieme seance, la 
souris est soumise a un test de biais spatial destine a verifier la precision de 
Fapprentissage spatial (memoire a court terme). La plate-forme est alors retiree 
du dispositif et la souris, partant du quadrant oppose, doit nager a sa recherche 
pendant une minute. Le trajet est enregistre au magnetoscope et un indice de 

10 biais spatial est alors calcule. D correspond a la difference du nombre de 
franchissement d'un anneau de 8 cm entourant la position de la plate-forme et du 
nombre moyen de franchissements des trois annuli places symetriquement dans 
les trois autres quadrants. Un autre test de biais spatial est effectue apres un 
delai de 15 jours sans entrainement supplementaire (memoire a long terme). 

15 Open-field (Archer, 1973 ; Walsh et Cummins, 1976). Les souris 

sont introduces indhiduellement dans un cylindre en PVC gris de 40 cm de 
diam&re et 30 cm de hauteur, place sur une feuille de papier blanc au travers de 
laquelle on peut distinguer les traits qui divisent le plancher de 1'open-field en 7 
secteurs de meme surface (1 secteur central et 6 secteurs peripheriques). Ce 

20 dispositif, eclaire par une lumiere blanche diffiisant a travers un verre depoli (125 
lux) constitue pour la souris une situation moderement anxiogene, Les souris 
sont soumises a trois seances quotidiennes de 15 minutes, espacees de 45 
minutes et ce, pendant 4 jours consecutifs. Les mesures comportementales sont 
effectuees pendant les 5 premieres minutes de chaque seance. Elles consistent 

25 essentiellement a compter le nombre de fois ou la souris « s'enhardit » a 
s'eloigner des parois laterales du cylindre pour traverser le secteur central de 
FOpen-Field. 
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REVENDICATIONS 

1- Utilisation d'un modele animal presentant une deficience de la memoire et/ou 
des troubles du comportement tels que l'anxiete, dont au moins Tun des 

5 alleles du gene p53 n'est pas fonctionnel, pour le criblage de mol6cules 
susceptibies de presenter une activite anxiolytique. 

2- Utilisation d'un modele animal tel que defini dans la revendication 1, pour 
determiner les caracteristiques d'une molecule presentant une activite 
anxiolytique telle que la pharmacodynamie, la pharmacocinetique et la 

10 toxicity. 

3- Utilisation d'un module animal selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en 
ce que les deux alleles du gene p53 ne sont pas fonctionnels. 

4- Utilisation d'un modele animal tel que defini dans la revendication 1, pour le 
criblage de molecules susceptibies de restaurer au moins en partie la 

15 memoire. 

5- Utilisation d'un modele animal tel que defini dans la revendication 1, pour 
determiner les caracteristiques d'une molecule capable de restaurer au moins 
en partie la memoire telles que la pharmacodynamie, la pharmacocinetique et 
la toxicite. 

20 6- Utilisation d'un modele animal selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que Tanimal est une souris. 

7- Utilisation d'un agent induisant la voie metabolique du gene p53, en amont 
ou en aval dudit gene, pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des troubles de la memoire, de l'anxiete et/ou de maladies 

25 neurodegeneratives. 

8- Utilisation d'un agent selon la revendication 7 dans laquelle l'induction de la 
voie metabolique du gene p53 est une induction de Fexpression d'un gene 
active par le gene p53. 
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9- Utilisation d'un agent selon la revendication 7 dans laquelle Production de la 
voie metabolique du gene p53 est une induction de Texpression d'un gene 
inhibe par le gene p53. 

10- Utilisation d'un agent selon Tune des revendications 7 a 9, caracterisee en ce 
5 que ledit agent presente de plus une activite anti-tumorale par 1' activation de 

la voie metabolique du gene p53 . 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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t ande internationaie n° 

PCT/FR 99/01828 



Cadre I Observations - torsqu'il a ete estim ' que certaines revendications ne p uvaient pas faire Pobjet d'une rechercf^B 
(suit du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a I'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. Les revendications n** 

se rapportent a un objet a regard duquei ('administration n'est pas tenue de proc6der a ta recherche, a savoir: 



2. X Les revendications n 08 7*10 

se rapportent a des parties de ta demande internationaie qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse dtre effectuge, en particutier. 

Voir feuille supplemental re SUITE DES REINSEIGNEMENT PCT/ISA/210 



3. | 1 Les revendications n** 

sont des revendications dSpendantes et ne sont pas r6digees conformement aux dispositions de ta deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - torsqu'il y a absence d' unite de I' invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationaie a trouve plusieurs inventions dans la demande internationaie, a savoir 



1 . I I Comme toutes ies taxes additionnelles ont &6 payees dans les delais par le d^posant, te present rapport de recherche 
' — ' internationaie porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2. I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui sV prdtaient ont pu 6tre effectuges sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelle, I'administration n'a solliciti te paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3, Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a 6t6 payee dans les d^lais par le deposant, le present 
1 — 1 rapport de recherche internationaie ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont et6 payees, a savoir 
les revendications n 08 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a $te payee dans les delais par le cteposant. En consequence, le present rapport 
1 — 1 de recherche internationaie ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 



Remarque quant & la reserve | | Les taxes additionnelles ^talent accompagnees d'une reserve de la part du d4posar I 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'6tait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1998) 



Demande Internationale No. PCT/FR 99 /)1828 



SUITE DES RENSE1GNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 
Revendi cations nos.: 7-10 



Les revendi cations 7 a 10 presentes ont trait a Tutilisation d'un agent 
defini en faisant reference a une propriete souhaitable, a savoir un 
agent induisant la voie metabolique du gene p53. 

Les revendi cations couvrent Tutilisation de tout agent presentant cette 
caracteristique ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de T Article 6 PCT et/ou un expose au sens de T Article 
5 PCT pour aucun de ces agents. Dans le cas present, les revendi cations 
manquent de fondement et la demande manque d' expose a un point tel qu'une 
recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendi cations est impossible. Independamment des raisons evoquees 
ci-dessus, les revendications manquent aussi de clarte. En effet, on a 
cherche a definir V agent au moyen du resultat a atteindre. Ce manque de 
clarte est, dans le cas present, de nouveau tel qu'une recherche 
significative sur tout le spectre couvert par les revendications est 
impossible. En consequence, un rapport de recherche ne peut pas etre 
etabli pour les revendications 7 a 10. 

L' attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d' administration chargee de l'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modiflees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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